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Abstract of DE421 3497 

Prodn. of human interferon-gamma monoclonal antibodies (hlFNg-MABS) comprises (i) immunising 
Balb/C mice with spleen cells of another mouse having a high antibody (AB) titre. (ii) further 
immunising (a) with HIFNg immobilised on nitrocellulose, (iii) fusing spleen cells of (b) with myeloma 
cells, (iv) and selecting hybridomas by ELISA having at least a five fold extinction compared to a . 
standard. 

Pref. the selection is with HIFNg bound to a microtlter plate with polyclonal HulFNg-specific 
mammalian AB and detection of bound MABs with anti-mouse ABs. 

USE/ADVANTAGE - The new ABS may be used in a kit for the determn. of hulFNg and in columns for 
immuno-purificn. of hlFNg. Using spleen cells from another mouse, less animal material is needed and 
the experimental time is shortened. Compared to known ABs, the current ABs have a higher affinity. 
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New human interferon gamma (HIFNG) monoclonal antibodies - produced by 
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titre for HIFNG, followed by immobilised HIFNG 

Description of DE4213497 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Hybridom- Zellinien. die monoklonale Antikorper 
gegen verschiedene Epitope des humanen Interferon-gamma (HulFN-gamma) produzieren. Diese 
Antikorper sind in der medizinischen Diagnostik, der Therapieubenvachung und der Grundlagenforschung 
sowie in der Biotechnologie ven^^endbar. 

HulFN-gamma tritt als Dimer auf und kann unterschiedlich stark glykolisiert sein, rekombinantes HulFN- 
gamma hat als Monomer ein Molekulargewicht von 17147 Dalton und ist nicht glykolisiert. Dieses 
Interferon zeichnet sich durch seine antiviralen und antiproliferativen Wirkungen und gegenuber den 
anderen Interferonen ( alpha , beta ) vor allem durch seine immunmodulatorischen Effekte aus. 

Die Gewinnung monoklonaler Antikorper (mAK) gegen HulFN-gamma und die Anwendung in 
entsprechenden Nachweisverfahren sind bereits beschrieben worden (Alfa, M. J., Dembinski, J. J., Jay, F. 
T.; Production of monoclonal Antibodies against rHu-IFN-gamma: Screening of Hybridomas without 
purified Antigen, Hybridoma (1987) 6, 509; Liang. C. M., Hen-en, S., Sand, A., Jost, T.; Study of Antigenic 
Epitopes by Monoclonal Antibodies to Rekombinant Interferon Gamma; Biochem. Biophys. Res. Comm. 
(1985) 2, 28. Dabei wurden M^use in herkommlicher Weise mehrfach mit gelostem Antigen immunisiert. 
Das Screening der mAK erfolgte mit direkt an die teste Phase gebundenem Interferon-gamma (Hirai, M., 
Terano, Y., Miura, Y.; Characterization of monoclonal antibodies to human interferon-gamma an their 
application to enzyme-linked immunsortDent assay; Jpn. J. Med. Sci. Biol. (1989) 8, 127; Andersson, G., 
Ekre, H.P., Periman, P.; Monoclonal antibody two-site ELISA for human IFN-gamma; J. Immunol. Meth. 
(1989)12, 89. 

Die bisher beschriebenen mAKs gegen HulFN-gamma haben jedoch trotz gewisser 
Anwendungsmdgllchkelten einige Nachteile, u. a. eine nicht ausreichend hohe Affinitdt. 

Die Eriindung hat das Ziel, monoklonale Antikdrper gegen unterschiedliche Epitope des HulFN-gamma 
mit hohen Affinitatskonstanten herzustellen. Solche Antikorper sollen zur Entwicklung eines Testbestecks, 
insbesondere fur den Zweiseitenbindungstest, fur die quantitative Bestimmung von HulFN- gamma und fur 
die Preparation von Immunsort^entien zur immunaffinitatschromatographischen Relnigung von naturilchem 
sowie rekombinantem HulFN-gamma eingesetzt werden kdnnen. 

Das erfindungsgemasse Verfahren zur Herstellung von mAK gegen HulFN-gamma ist dadurch 
gekennzeichnet, dass man Balb/c-M&use durch i. p. Injektion von Milzzellen einer anderen mit Interferon- 
gamma immunisierten Balb/c-Maus mit hohem Antikdrpertiter vorimmunisiert und mit an Nitrocellulose 
immobilisierten HulFN-gamma weiterimmunisiert. Die Milzzellen der so immunisierten Mduse werden mit 
Mausmyelomzellen (SP2/0) mittels Polyethylenglykol in der Zellkultur hybridisiert und die erhaltenen 
Hybridomzellen in Zellkulturgefdssen (Mikrotestplatten) ausgesSt, angezQchtet und selektiert. 

Die antikdrperproduzierenden Hybridome werden zundchst in einem Festphasen-lmmunoassay 
nachgewiesen. Dazu wird ein HulFN-gamma uber polyklonale Antikorper, z. B. der Ziege, gegen HulFN- 
gamma an Mikrotestplatten gebunden und anschliessend mit dem Kulturuberstand der zu testenden 
Hybridome inkubiert. Der Nachweis gebundener mAK erfolgt mit enzymmarkierten anti-Maus- 
Immunglobulin-Antikdrpern. 

Selektionskriterium ist der Extinktionswert. Zur Produktion von mAK werden erfindungsgemdss diejenigen 
Hybridome ausgewahit, deren Extinktion mindestens das Sfache des Leen^/erts betrigt. 

Nach einer Fusion, ausgehend von ca. 6x10<7> lymphoiden Zellen werden diese in ca. 400 NSpfe 
ausgesSt. Man erhSIt 1 7 positive Klone mit einem mindestens doppelten Extinktionswert vom LeenA/ert, 
darunter 6 Klone. deren Extinktion uber dem 5fachen des Leenwerts liegt. Diese 6 Klone werden 
rekloniert, danach wird ihre Immunglobulin-Klasse bestimmt. 2 Klone gehdren zur Klasse IgM und sind 
damit fur die Losung der Aufgabe weniger geeignet. Die Qbrigen 4 Klone gehdren zur Klasse IgG 2a. 
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Antikorpern hat, wird die Milz entnommen, und daraus werden die lymphoiden Zellen prapariert. Jewells 
ca. 1-5x10<6> Zellen werden Balb/c-Mausen i. p. injiziert. Etwa 3 Wochen spater wird mit immobilisiertem 
HulFN-gamma immunisiert. Weitere Immunisierungen folgen In ca. 3-5w6chigem Abstand, wobei die 
Antlgendosis jeweils 5-10 g betrSgt. 

Die Fusion der 6x10<7> Milzzellen mit 6x10<6> Zellen der Myelomzellinle SP2/0 erfolgt in Gegenwart von 
Polyethylenglykol. Die entstehenden Hybridome werden zundchst in einem Selektivmedium 
(HT+Azaserin) in 96-well-Mikrotiterplatten angezuchtet und dann kloniert. 



2) Das Screening der angezuchteten Hybridome wird in folgender Weise durchgef uhrt 



a) Adsorption des Fang-AK an die Mikrotiterplatte: 

5 mu g/ml lg-5-Z1 (AK der Ziege) in PBS; 100 mu l/Napf; u. N.; 4 C; 

b) Inkubation mit HulFN-gamma-haltigem Blockierungsmittel: 

500 IE/ml rHulFN-gamma in TBS-Tween mit 2,5% RSA; 100 l/Napf; 1,5 h; 1x waschen 

c) Auftragen des Nachweis-AK: monoklonaler AK (Kulturuberstand) 
50 l/Napf; 1 ,5 h; 1x waschen 

d) Erfassen des Nachweis-AK mittels: anti-Maus Ig-POD 1 : 1000 in TBS-Tween; 
50 l/Napf; 1 h; 6x waschen 

e) Nachwelsreaktion gemSss Patentbeschreibung 



Folgende positive Klone werden erhalten: 

Verteilung der Extlnktionswerte im Screening 
EMie.l 



3) Herstellung der Antlkdrper 



Die Gewinnung der Antikdrper durch Kultivierung der ausgew§hlten Hybridomklone mit einer Extinktion 
0,35 in vitro Oder in vivo erfolgt nach bekannten Verfahren. 
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Claims of DE4213497 



1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikorpem gegen humanes Interferon-gamma (HulFN- 
gamma), dadurch gekennzeichnet, dass man Balb/c-Mduse mit Milzzellen einer anderen Maus mit hohem 
Antikorpertiter vorimmunisiert und mit an Nitrozellulose immobilisierten HulFN-gamma weiterimmunisiert, 
die Milzzellen dieser Mause mit Myelomzellen in der Zellkultur fusioniert, die antikorperbildenden 
Hybridome mittels ELISA selektiert, die Eigenschaften der von den Hybridomen gebildeten monoklonalen 
Antikorper bestimmt und diejenigen Hybridome zur Produktion auswahit, deren Antikdrper zur Extinktion 
im Screening fuhren, die mindestens das Sfache des LeeoA^ertes betrdgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Selektion durch Bindung von HulFN- 
gamma mit Hilfe eines polyklonalen HulFN-gamma-spezifischen Antikorpers eines Saugetiers an eine 
Mikrotestplatte, Zugabe der Zellkulturuberstande der einzelnen Hybridomklone und Nachweis der 
gebundenen mAK mit markierten anti- Maus-lmmunglobulin-Antikorpern erfolgt. 
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